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COMPOSITIONS DE MURAMYLPEPTIDES CAPABLES D'lNHIBER 
JUSQU'A 100 % LA REPLICATION D • UN VIRUS DE 
L'IMMUNODEFICIENCE ACQUISE, TEL QUE LE VIH 

Le syndrome d ' immunodef icience acquise (SIDA) est 
une maladie devastatrice causee par une infection par 
le retrovirus VIH. Beaucoup d- efforts ont ete 
consacres a trouver des medicaments capables d'inhiber 
la replication du virus. Mais peu de succes 
significatifs ont ete obtenus jusqu'a ce jour. Bien 
que le VIH puisse infecter beaucoup de cellules 
differentes, la maladie est ma joritairement causee par 
la destruction et/ou le dysf onct ionnement d'une sous- 
population de lymphocytes appeles cellules T 
auxiliaires. On attribue depuis peu la persistance de 
1- infection par le virus a sa capacite a infecter une 
autre population importante de cellules^, la lignee 
monocyte/macrophage, qui servirait de reservoir pour 
un relargage continu du virus. Le role important joue 
par cette lignee par VIH dans la persistance et la 
progression de la maladie a ete expliquee par 1) 
I'isolement de variants monocytotropes du VIH des 
leucocytes du sang circulant et des macrophages 
tissulaires des sujets infectes a tous les stades de 
1 'infection (J. Virology, ; Vol. 65, pages 356-363, 
1991) et 2) la correlation directe entre une absence 
de dysfonctionnement de 1 • immunite systemigue chez 
I'hote infecte et une absence de replication virale 
dans la lignee monocyte/macrophage (J. infectious 
diseases, Vol. 168, pages 1140-1147, 1993). De plus, 
1' inhibition d'une infection produisant du virus dans 
les monocytes semble etre liee dans une grande mesure 
a 1' inhibition de la proliferation monocytaire, 
suggerant que la replication du virus depend d'une 
etape prealable obligatoire de proliferation de la 
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cellule monocytaire haute. Ainsi, la proliferation de 
cette population serait-elle un passage oblige pour la 
manifestation du caractere infectieux du VIH. Ainsi 
I'hypothese a-t-elle ete formulee que des substances 
capables d'inhiber la replication monocytaire 
pourraient aussi inhiber la replication de VIH (j. 
Clinical Investigation, Vol. 89, pages 1154-1160, 
1992 ) , 

Les muramylpeptides sont des copies synthetiques 
de la parol bacterienne et ont ete trouves capables de 
tres nombreuses activites immunopharmacol og iques sur 
la lignee monocyte/macrophage (Federation proceedings, 
Vol. 45, pages 2541-2544, 1986). De plus, la molecule 
initiale, la N-acetyl-muramyl -L-alanyl-D- Isoglutamine 
(Nac-Mur-L-Ala-DisoGln) encore appelee Muramyl 
dipeptide ou MDP, a ete decrite capable d'inhiber la 
proliferation des macrophages de cobayes (Cellular 
Immunology, Vol. 89, pages 427-438, 1984). Dans une 
autre etude utilisant des lignees cellulaires etablies 
de lymphocytes ou de cellules de type monocytaires , le 
MDP a ete trouve doue de la capacite d'inhiber 
partiellement la replication de HIV, lorsqu*il est 
utilise in vitro a des doses tres elevees 1000 fig/ml 
(AIDS Research and Human Retroviruses, Vol. 6, pages 
393/394, 1990). Cependant outre que 1 ' utilisation du 
MDP en clinique humaine est dif f icilement envisageable 
a cause des effets secondaires qu'il induit, les 
effets observes, meme a ces doses elevees dans le 
systeme experimental utilise, ne pre j ugeraient 
d'aucune efficacite therapeut ique vis-a-vis de 
1' infection par le VIH. Lazdins et al (AIDS Research 
and Human Retroviruses, Vol. 6, pages 1157-1161, 
1990), ont montre in vitro des proprietes similaires 
d'inhibition do la replication du VIH pour un 
muramy Ipept ide ayant un moil lour index therapou t i que 
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que le MDP : le MTP-PE, Cette molecule sous forme 
libre a ete ajoutee de fa<?on repetitive avant et apres 
1" infection par VIH a des cultures de macrophages 
issus de monocytes humains mis en culture. Mais elle 
n'a pu, dans ces conditions, induire qu'une reduction 
partielle de la replication virale. II faut souligner 
que, le MTP-PE n'a ete capable, ni a 1 • etat libre, ni 
incorpore dans des liposomes, de provoquer une 
suppression totale de la replication virale. En outre 
son activite ne peut s'exercer que si ce compose est 
present le jour de 1' infection de la culture 
cellulaire par le virus. Si le compose est ajoute un 
jour avant ou 4 jours apres la culture, son activite 
est minimum. 

Ces resultats ne rendent que plus etonnants ceux 
qui ont ete obtenus avec une categorie de 
muramylpeptides hydrophiles, homologues, ^qui se sont 
averes permettre une inhibition complete de la 
proliferation de VIH, notamment dans des cultures 
primaires de monocytes, et ce a des doses beaucoup 
plus faibles. Leur toxite moindre s'ajoutant a ces 
effets favorables, les rend done aptes a la 
constitution de medicaments aptes a prevenir ou 
traiter des SIDA et/ou des syndromes qui s'y 
rapportent . 

L' invention est plus part iculierement relative a 
1 ' utilisation pour la constitution de medicaments 
inhibant la replication de retrovirus de 
1 ' immunodef icience acquise chez I'homme ou ceux de 
mammiferes qu'ils sont susceptibles d'infecter, d*un 
muramylpept ide de formule : 
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R -at-co- X - Nu-ar-co-Ri 
\ 



dans laquelle le groupe R est un hydrogene ou un 
groupe methyle ; X est un residu L-alanyle ou L- 
threonyle, et Rl et R2 sont independamment 1 ' un de 
1 'autre, des groupes hydroxyle, amino, 0(CH2)j^H avec 
X = 1, 2, 3 ou 4, etant entendu que, lorsque ^ est un 
residu L-alanyle, l*un au moins de ces deUx groupes Rl 
et R2 est tou jours un groupe 0(CH2)xH tel que 
precedemment def ini . 

Des composes preferes pour 1 'utilisation selon 
1 ' invention sont le Murabutide (Nac-Mur-L-Ala-DGln 
0^C^H9) et le Murametide (Nac-Mur-L-Ala-DGIn OMe) . Ces 
molecules presentent un excellent profil d*activites 
Chez I'homme ; elles sont denuees d'effets secondaires 
et ont demontre leur tres bonne tolerance, lors 
d'essais cliniques effectues chez des volontaires 
sains et des sujets cancereux. 

II est a cet egard remarquable que les susdits 
muramy 1 pept ides soient capables, a des concentrations 
relativement faibles, d'exercer une inhibition 
complete, jusqu'a 100 I, de la proliferation du VIH, 
dans des cultures primaires de monocytes, et ce plus 



particulierement dans les protocoles experimentaux 
auxquels il sera fait reference ci-apres, 

II est particulierement interessant de remarquer 
que la manifestation de I'effet inhibiteur de ces 
muramylpeptides a 1 • egard de la replication virale, 
n'est pas liee a une simultaneite d' infection des 
monocytes et de traitement de ces dernieres avec ces 
muramylpeptides . 

Des caracteristiques supplementaires de 

1* invention apparaitront encore au cours de la 
description qui suit, des effets biologiques exerces 
par deux muramylpeptides preferes a I'encontre de la 
replication du VIH dans des cultures primaires de 
monocytes humains preleves sur des volontaires sains. 

Dans I'exemple 1, le Murabutide et le Murametide 
ont demontre leur capacite d'inhiber la proliferation 
de macrophages en culture. Pour cela, des monocytes 
preleves chez un donneur sont mis en culture pendant 5 
jours soit a) sans stimulation (afin d'evaluer leur 
niveau de proliferation spontanee) soit b) en presence 
d • interleukine 3 recombinante humaine (rh IL-3) soit 
c) en presence et de rh IL-3 et de rh GM-CSF 
"granulocyte-macrophage colony stimulating factor" 
recombinant humain. Ces deux traitements permettent 
d'obtenir un haut niveau de proliferation. Les 
composes de 1 ' invention sont ajoutes au milieu de 
culture un jour avant 1' addition de thymidine tritiee 
(^H-thymidine) . Les cellules en voie de division 
incorporent cette thymidine, Les cellules (qui se sont 
di f f erenciees en macrophages pendant la duree de la 
culture) sont recueillies et lavees, et on evalue le 
niveau de proliferation en mesurant dans un compteur 
beta, la quantite de -^H incorporee suivant des 
methodes classiques telles que decrites dans Blood, 



Vol. 76, pages 1490-1493, 1990. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 1 et montrent que les deux 
derives sont capables, meme a la dose de 1 ^ig/ml , 
d'inhiber la proliferation des macrophages stimulees 
par I'lL-j ou la combinaison IL-3/GM-CSF. L'effet 
d- inhibition de la proliferation spontanee a ete 
observe avec 10 ng/ml de Murabutide et 10 ou 50 ng/ml 
de Murametide. 

L'exemple 2 demontre l'effet du Murabutide et du 
Murametide sur le niveau de replication du VIH dans 
des cultures primaires de monocytes humains preleves 
sur des volontaires sains. Des cultures monocytaires 
ont ete infectees au jour 0 par une source VIH 
(HTLV III Ba-L) qui presente un tropisme pour les 
monocytes. Certaines cultures furent traitees par 
differentes concentrations des composes soit 1 jour 
avant, soit le meme jour, soit 1 ^ jour apres 
1 • inoculation par le VIH. La replication du virus a 
ete evaluee au jour 7 par la mesure de la quantite de 
proteine virale P24 dans les surnageants comme decrite 
dans Blood, Vol.76, page 1490-1493, 1990. Les 
resultats presentes dans le tableau 2 montrent 
clairement que le traitement par le Murabutide a une 
concentration de 10 a 50 nq/ml inhibe completement la 
replication virale que le traitement ait ete pratique 
au jour -1, au jour 0 ou au jour +1 par rapport a 
1' infection. De fa<?on similaire, le traitement par le 
Murametide a permis d 'observer une suppression 
hautement significative de la replication virale et 
cet effet est de 100 % a la dose de 50 /ig/ml quelque 
soit ici aussi le montant du traitement. 

Ces resultats sont les premiers decrits ayant 
permis d'obtenir une inhibition complete par un 
muramylpeptide de la roplication do VIH dans dos 
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monocytes humains. II faut souligner que 1 • inhibition 
s'obtient quand le compose est ajoute a la culture une 
seule fois et meme apres 1' infection par VIH. 

Les donnees precedentes montrent que les 
muramylpeptides de 1 ' invention peuvent etre appliquees 
a la constitution de medicaments applicables a la 
prevention ou le traitement du SIDA, ou des syndromes 
qui lui sont associes, par exemple le sarcome de 
Kaposi . 

L' invention est egalement applicable a la 
constitution de medicaments dans lesquels les 
muramylpeptides sont utilises en association avec 
d'autres agents therapeut iques utilises pour prevenir 
ou inhiber la proliferation et la diffusion du VIH 
chez I'homme, Parmi ces agents on peut citer les 
interferons a, 7 et le GM-CSF. 

« 

Les molecules de 1 • invention peuvent etre 
utilisees en clinique humaine soit a titre preventif 
chez des sujets a risques, soit a titre curatif chez 
des individus seropositifs avant 1* apparition de 
signes cliniques ou des patients ayant developpe des 
manifestations de SIDA, Les doses therapeut iques du 
muramylpeptide (par exemple Murabutide ou Murametide) 
a administrer soit seul, soit en association avec des 
traitements antiviraux, particul ierement des 

cytokines, se situent entre 1 /xg et 500 ^^g/Kg/jour. 
L' administration peut etre donnee par voie ystemique, 
par injection sous-cutanee ou intraveineuse ou par 
perfusion. Le traitement peut consister en 
administrations journalieres ou a quelques jours 
d'intervalle et se prolonger de une semaine a 
plusieurs mois suivant I'effet observe. 
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Dans le cas d'individus seropositifs ou naiades, 
le traitement doit etre prolonge jusqu'a absence de 
detection d'antigene ou de genes viraux respectivement 
dans le serum ou les cellules de I'individu infecte. 
Dans le cas d'individus a risque, le traitement 
preventif doit etre applique pendant la periode ou il 
existe un risque d' infection. 

Les molecules de 1* invention ainsi que les autres 
molecules de la famille des muramylpeptides peuvent 
aussi etre utilisees comme reactifs de laboratoire 
afin de permettre 1 'evaluation en tant qu ' agents 
anti-VIH d' autres drogues presumees douees d'activite 
antivirale. Ainsi des doses suboptimales de 
muramy Ipept ides pourraient etre utilisees en 
association avec un autre agent pour deceler une 
activite potentielle de ce dernier. 

Ce type de reactif pourrait etre utilise dans des 
systemes d ' experimentation in vitro mettant en oeuvre 
des cultures de monocytes/macrophages telles que 
decrites dans ce brevet ou des methodes d' evaluation 
in vivo incluant 1 ' ut il isat ion de souris SCID. 
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TABLE 1 

Inhibition dc 2a praiifcrutian dc cultures primaires dc macrophages 
par Ic MnrsLbutide ou Ic Maramctidc 



Molecules 
testees 
(Hg/ml) 


Pro lifer at 


lOTk dcs macrophages apres stimulation — 


Mi 


lieu 


rl 


ti IL-3 


rh IL-3 + rh GM-CSF 


Cpm* 


% Inhibition 


Cpm 


% Inhibition 


Cpm 


% inhlbiUon 


















1500 


0 


3400 


0 


5O00 


0 
















Murabutide 














(1) 


1400 


7 


260O 


23 


2100 


58 


(io» 


100 


93 


6O0 


82 


1000 


80 


rsoj 


900 


40 


170O 


50 


1200 


76 


(lOO) 


1500 


0 


210O 


38 


2O00 


60 
















Murametide 














(1) 


30O 


80 


1000 


70 


1100 


78 


(lO) 


1200 


20 


1700 


50 


1300 


74 


(50I 


150 


90 


500 


85 


1000 


80 


(lOO) 


lOOO 


33 


1600 


53 


1350 


73 



coups par minute de •^H -thymidine /culture 



TABLE 2 

Inhibition dc la replication du VIH dans dcs monocytes hamains salvant an 
par le Marabatlde on Ic Marametlde 



Molecule 
* 

testees 
&iC/ml) 


Replication du HTV dans dcs cultures de 7 Jours d« niano«-yt#^« tinffr^olns 4Ya4fAM ■« 


JOUR -1* 


JOUR 0 


JOUR +1 


P24 
(ng/ml) 


% inhibiUon 


P24 
(ng/ml) 


% inhiblUon 


P24 
(ng/ml) 


% Inhibition 
















Murabutide 
















755 


O 


755 


O 


755 


O 


111 


355 


53 


480 


36 


ICS 


86 


(lOI 


0 


lOO 


O 


lOO 


O 


lOO 


(SO) 


0 


lOO 


O 


lOO 


O 


lOO 


(lOOl 


70 


91 


O 


lOO 


O 


lOO 
















Murametide 














(O) 


874 


O 


874 


O 


874 


O 


(1) 


4 73 


46 


255 


71 


182 


79 


(lO) 


136 


84 


182 


79 


27 


97 


(SO) 


0 


lOO 


O 


lOO 


O 


lOO 


(lOO) 


36 


96 


55 


94 


0 


lOO 



: Ic Jouj du txaltcmcnt indtquc Ic Jour oii Ice molecules ont etc ajoutrcs au mlUcu 

d«' culture pax rapport au Jour dc I'lnfcction p:\t Ic VIH qui C6t considcrc commc Jour 0. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation pour la constitution de medicaments 
inhibant la replication de retrovirus de 
I'immunodeficience acquise chez 1-homme ou ceux de 
mammiferes qu-ils sont susceptibles d'infecter, d'un 
muramylpeptide de formule 




dans laquelle le groupe R est un hydrogene ou un 
groupe methyle ; x est un residu L-alanyle, ou L- 
threonyle et Rl et R2 sont independamment I'un de 
I'autre, des groupes hydroxyle, amino, 0(CH2) ,H avec 
X = 1, 2, 3 ou 4, etant entendu que, lorsque X est un 
residu L-alanyle, I'un au moins de ces deux groupes Rl 
et R2 est toujours un groupe 0(CH2), H tel que 
precedeniment defini. 

2. Utilisation selon la revendicat ion 1, a la 
constitution de medicaments inhibant la replication 
d'un VIH Chez I'homme. 

3. Utilisation selon la revendicat ion 1 ou la 
revendication 2, caracterisee en ce que le 
muramylpeptide est apte a inhiber jusqu'a 100 % la 



11 



replication de retrovirus dans des cultures primaires 
de monocytes de I'hote. 

4. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le 
muramylpeptide est 1 ' un de ceux entrant dans la 
formule de la revendication 1, dans laquelle 

. le groupe R est un groupe methyle, et 
. le groupe R2 est un groupe NH^ 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee 
en ce que le muramylpeptide est le Murametide. 

6. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee 
en ce que le muramylpeptide est le Murabutide, 

7. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, en tant que reactif, pour 
1 'evaluation de I'efficacite de medicaments anti- 
retroviraux, dans des essais in vitro ou in vivo. 

8. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6 pour la prevention ou le 
traitement du SIDA ou des syndromes qui lui sont 
associes, notamment le sarcome de Kaposi. 

9. Utilisation selon la revendication 8, pour la 
constitution de medicaments contenant en sus du susdit 
muramylpeptide, une autre molecule participant a 
1 'action anti-retrovirale . 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee 
en ce que 1' autre molecule est un medicament, telle 
que la 3 • -a2ido-2 ' -3 ' - desoxy-thymidine (AZT) . 
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11. Utilisation selon la revend ica t ion 9, caracterisee 
en ce que 1 • autre molecule est une cytokine, tel qu ' un 
interferon a, b ou g. 

12. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee 
en ce que 1 • autre molecule est le GM-CSF. 

13. Utilisation selon la revendication 9, caractdris^e 
en ce que 1- autre molecule est un inhibiteur de 

protease , 
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dans laquelle le groupe R est un hydrogene ou un 
groupe methyle ; X est un residu L-alanyle ou L- 
threonyle, et Rl et R2 sont independamment 1 ' un de 
1 'autre, des groupes hydroxyle, amino, 0(CH2)^H avec 
X = 1, 2, 3 ou 4, etant entendu que, lorsque X est un 
residu L-alanyle, I'un au moins de ces deux groupes Rl 
et R2 est tou jours un groupe 0(CH2)j^ H tel que 
precedemment defini. 

Des composes preferes pour 1 ' util isation selon' 
1' invention sont le Murabutide (Nac-Mur-L-Ala-DGln 
OnC4H9) et le Murametide (Nac-Mur-L-Ala-DGln OMe) . Ces 
molecules presentent un excellent profil d'activites 
Chez I'homme ; elles sont denuees d'effets secondaires 
et ont demontre leur tres bonne tolerance, lors 
d'essais cliniques effectues chez des volontaires 
sains et des sujets cancereux, 

» 

II est a cet egard remarquable que les susdits 
muramylpeptides soient capables, a des concentrations 
relativement faibles, d'exercer une inhibition 
complete, jusqu'a 100 %, de la proliferation du VIH, 
dans des cultures primaires de monocytes, et ce plus 



particulierement dans les protocoles experimentaux 
auxquels il sera fait reference ci-apres. 

II est particulierement interessant de remarquer 
que la manifestation de I'effet inhibiteur de ces 
muramylpeptides a 1 ' egard de la replication 
retrovirale, n'est pas liee a une simultaneite 
d' infection des monocytes et de traitement de ces 
dernieres avec ces muramylpeptides, 

Des caracteristiques supplementaires de 

1» invention apparaitront encore au cours de la 
description qui suit, des effets biologiques exerces 
par deux muramylpeptides preferes a 1 • encontre de la 
replication du VIH dans des cultures prixnaires de 
monocytes humains preleves sur des volontaires sains. 

Dans I'exemple 1, le Murabutide et le Murametide 
ont demontre leur capacite d»inhiber la proliferation 
de macrophages en culture. Pour cela, des monocytes 
preleves chez un donneur sont mis en culture pendant 5 
jours soit a) sans stimulation (afin d'evaluer leur 
niveau de proliferation spontanee) soit b) en presence* 
d'interleukine 3 recombinante humaine (rh IL-3) soit 
c) en presence et de rh IL-3 et de rh GM-CSF 
"granulocyte-macrophage colony stimulating factor" 
recombinant humain. Ces deux traitements permettent 
d»obtenir un haut niveau de proliferation. Les 
composes de 1' invention sont ajoutes au milieu de 
culture un jour avant 1' addition de thymidine tritiee 
(^H-thymidine) . Les cellules en voie de division 
incorporent cette thymidine. Les cellules (qui se sont 
dif f erenciees en macrophages pendant la duree de la 
culture) sont recueillies et lavees, et on evalue le 
niveau de proliferation en mesurant dans un compteur 
beta, la quantite de incorporee suivant des 

methodes classiques telles que decrites dans Blood, 



monocytes humains. II faut souligner que 1' inhibition 
s'obtient quand le compose est ajoute a la culture une 
seule fois et meme apres 1 ' infection par VIH. 



Les donnees precedentes montrent que les 
muramylpeptides de !• invention peuvent etre appliquees 
a la constitution de medicaments applicables a la 
prevention ou le traitement du SIDA, ou des syndromes 
qui lui sont associes, par exemple le sarcome de 
Kaposi . 

L' invention est egalement applicable a la 
constitution de medicaments dans lesquels les 
muramylpeptides sont utilises en association avec 
d'autres agents therapeutiques utilises pour prevenir 
ou inhiber la proliferation et la diffusion du VIH 
Chez I'homme. Parmi ces agents on peut citer les 
interferons a, 7 et le GM-CSF. 

Les molecules de 1' invention peuvent etre 
utilisees en clinique humaine soit a titre preventif 
Chez des sujets a risques, soit a titre curatif chez 
des individus seropositifs avant 1' apparition de 
signes cliniques ou des patients ayant developpe des 
manifestations de SIDA, Les doses therapeutiques du 
muramylpeptide (par exemple Murabutide ou Murametide) 
a administrer soit seul, soit en association avec des 
traitements antiviraux, particulierement des 

cytokines, se situent entre 1 /xg et 500 /xg/Kg/jour, 
L* administration peut etre donnee par voie systemique, 
par injection sous-cutanee ou intraveineuse ou par 
perfusion. Le traitement peut consister en 
administrations journalieres ou a quelques jours 
d'intervalle et se prolonger de une semaine a 
plusieurs mois suivant I'effet observe. 
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TABLE 1 

P»Tk Murabutldc ou Ic UurumStidc 




coups pax minute dc "^H-Vk^Y^iixx^, c^xl^.^,^^ 



TABLE 2 



KcpUoUoa da HIV d>n. dc s cultures dc 7 loar« rf^ Z=—T 




Ic Jour dvi tr«Jtrmrnf ln<1,qur \r j-nr 



lure par lepj.oit mu Jou, dr li,,fc 



VIM qnl c.t roM.id.rr ron.,n. |onr O 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation pour la constitution de medicaments 
inhibant la replication de retrovirus de 
1 • immunodef icience acquise chez l"homme ou ceux de 
maimtiiferes qu'ils sont susceptibles d'infecter, d"un 
muramylpeptide de formule 




R-at.cx>*x - Nif-ar-co-Ri 



\ 

COR2 

dans laquelle le groupe R est un hydrogene ou un 
groupe methyle ; X est un residu L-alanyle, ou L- 
threonyle et Rl et R2 sont independamment I'un de 
!• autre, des groupes hydroxy le, amino, 0(CH2)^ H avec 
X = 1, 2, 3 ou 4, etant entendu que^ lorsque X est un 
residu L-alanyle, l»un au moins de ces deux groupes Rl 
et R2 est tou jours un groupe 0(CH2)^ H tel que 
precedemment defini, 

2. Utilisation selon la revendication 1, a la 
constitution de medicaments inhibant la replication 
d'un VIH chez I'homme. 

3, Utilisation selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterisee en ce que le 
muramylpeptide est apte a inhiber jusqu'a 100 % la 



